

























AEL Acceptable Exposure Level 
ANN Artificial neural network 
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膚疾患であり、しばしば労働者や消費者の quality of life を低下させる。そのため皮膚感
作性は、香粧品や医薬品に配合される物質の安全性評価において重要な評価項目である。 
これまで、皮膚感作性の評価は guinea pig maximization test 1)や local lymph node assay 
（LLNA）2)などの動物実験を用いて行われてきたが、近年、倫理上・法規制上の観点
から動物を用いない評価が求められている。そのような背景の下、皮膚感作性の動物実
験代替法としては、皮膚感作過程の adverse outcome pathway（AOP）の初期の 3 つのキ
ーイベント 3)である、①タンパク結合性、②角化細胞活性化、および③樹状細胞活性化
に着目した in vitro 試験法が個々に開発されてきた。すなわち、タンパク結合に着目し
た direct peptide reactivity assay （DPRA） 4,5)、角化細胞活性化に着目した KeratinoSensTM 6)、
樹状細胞活性化に着目した human cell line activation test（h-CLAT）7)が開発され、高純度・
単一物質の評価に対する施設内再現性・施設間再現性・予測性・適用範囲などを検証し
た上で、それぞれOECDテストガイドラインとして収載されるようになった 8)。しかし、
これらの in vitro 試験は、AOP におけるキーイベントの 1 つしか反映されていない点や
予測性の観点から単独では十分でないため、より高精度な評価の実現に向けて、複数の




因子から成っており、次の 3 つのステップに基づいて行われている 10)。まず初めに、評
価物質の感作性強度をヒトへの非感作誘導濃度（no expected sensitization induction level, 
NESIL）を指標として決定する。これは通常単位面積当たりの暴露量として表され、
LLNA の estimated concentration of stimulation index=3（EC3）の値から推算することがで
きる 11)。ここで、EC3 は LLNA の結果に基づいて、陽性判定基準である stimulation index
（SI）が 3 となる前後の濃度（Ca, Cb；Ca>Cb）および SI（SIa、SIb；SIa > SIb）に以下
の 式を 適 用 す る こ と で 導 出 さ れる ： EC3 = Log10Cb + ([3-SIb]/[SIa-SIb]) × 
(Log10Ca-Log10Cb)。次に、個人差、溶媒影響、さらには使用状況を反映するための感作
アセスメント係数（Sensitization Assessment Factor, SAF）12,13)の適用を行うことで、ヒト
で感作を誘導しないと考えられる許容暴露量（acceptable exposure level, AEL）を算出す
る。最後に、消費者暴露量（consumer exposure level, CEL）の算出を行う。ここで、CEL
は Scientific Committee on Consumer Safety（SCCS） などから報告されている標準的な暴





動物実験を行わないリスクアセスメントとして dermal sensitization threshold （DST）が
提案されてきた 11, 15, 16)。DST は、あらゆる化学物質についてそれ以下の暴露量では明ら
かな有害影響が現れないとするヒト暴露量の閾値である threshold of toxocological 
concern （TTC）の考え方 17)を基に開発されたもので、感作性評価を行っていない化学
物質に対しても大きな感作リスクを生じない皮膚暴露量が提案されてきた。Safford ら
はタンパク質との結合性が高い化学物質に対して DST アプローチを適用した 16)。この
報告では、high potency category chemicals として定義される特定の反応構造を有する化


































アセスメント戦略の構築を行った。まず第 1 章において DPRA、KeratinoSensTM、およ
び h-CLAT を組み合わせることによる高感度なハザード検出に向けた検討を行った。さ








能な代替法である KeratinoSensTMと h-CLAT を組み合わせた評価を実施した。h-CLAT と












あった。植物エキス中の感作性物質の最大含有濃度と NESIL という 2 点をふまえて、
代替法で陰性となった植物エキスの NESIL（botanical NESIL）を算出した。さらに、








第 1 編 高純度単一物質の皮膚感作性に対する動物を用いない評価技術の適用
性検証と実践 
  
第 1 章 高純度単一物質の皮膚感作性に対する KeratinoSensTM と human cell line 
activation test （h-CLAT）の組み合わせによる感作性評価技術の適用性検証 
 
最近報告された 2 out of 3 Integrated Testing Strategy （ITS）は、DPRA、KeratinoSensTM、
および h-CLAT の結果を用いて、3 試験のうち 2 試験以上で陽性が得られた場合に「感
作性物質」と判定し、3 試験のうち 2 試験以上で陰性が得られた場合に「非感作性物質」
と判定するアプローチである。すなわち 2 out of 3 ITS では、まず 2 試験を行い、相反す
る結果が得られた際に 3試験目を実施する 22-25)。ヒトデータに対するLLNAの予測性（一
致率）が 80%程度であるのに対し、ヒトデータに対する 2 out of 3 ITS の一致率は 90%
程度であり、LLNA よりも 2 out of 3 ITS のほうがやや高い予測性を示した 25)。しかしこ
のアプローチでは DPRA、KeratinoSensTM、および h-CLAT の 3 試験法の重み付けがなさ
れておらず、どのようにして 3試験のうち 2試験を選択して実施するかが明確ではない。
特に、DPRA、KeratinoSensTM、および h-CLAT の 3 試験法はそれぞれ皮膚感作過程の




た試験法である 26)。加えて、システンインペプチドやリジンペプチドへの結合は MAPK 
Pathway の活性化への誘因となることが知られており、h-CLAT における樹状細胞活性
化におけるキー因子である 27, 28)。このように、細胞培養系の試験法である KeratinoSensTM
および h-CLAT も、DPRA と同様化学物質の反応性に依存している。したがって、AOP
の初期の 3 つのキーイベントのうち、KeratinoSensTM（②角化細胞活性化）と h-CLAT（③
樹状細胞活性化）の組み合わせによって、①タンパク結合性についても加味した評価が
可能である。このような理由から、著者は KeratinoSensTMと h-CLAT の組み合わせによ
って最も単純に AOP の初期の 3 つのキーイベントを反映した評価を行うことができる
と考えた。そこで、皮膚感作性のハザード予測において被験物質を非感作性物質である





第 1 節 実験 
1. 203 物質のデータセット 
 
既報のデータセット 25, 29)に別の研究のデータセットで報告された 22 物質 30)を加えて、
データセットを構築した。Urbisch et al, 2015では 213物質のデータが報告されているが、
その中には動物を用いない試験法の全てのデータが入手できないものや、3 つの試験法
のうち最低 2 種類の物質しか入手できないものが含まれていた 29)。そこで本章では、
Joanna ら（ 2015）で報告されているデータセットを追加した 30) 。さらに、
3-methyl-1-phenylpyrazolone と streptomycin sulfate について、未報告の h-CLAT データを




2-1. Direct peptide reactivity assay （DPRA） 
 DPRA は、皮膚感作性の AOP のうちタンパク結合性に着目し、2 種類の合成ペプチ
ド （ シ ス テ イ ン ペ プ チ ド Ac-RFAACAA-COOH お よ び リ ジ ン ペ プ チ ド
Ac-RFAAKAA-COOH）を用いて、被験物質との結合性を評価する試験法である 4, 5, 31)。
システインペプチドとリジンペプチドをそれぞれ 1 : 10 および 1: 50 で被験物質と混和







 KeratinoSensTMは角化細胞活性化に着目し Keap1-Nrf2-ARE pathway の活性化を評価す
る試験法である 6, 32)。ヒト表皮角化細胞株 HaCaT における antioxidant response element
（ARE）活性化をルシフェラーゼ活性測定によって評価するレポーターアッセイである。
HaCaT 104 cells を試験物質と共に 96 ウェルプレートに播種し、37℃、5% CO2の条件で
48 時間培養した後、ルミノメーターでルシフェラーゼ生成量を測定した。被験物質を 









準であるルシフェラーゼ生成量が 1.5 となる前後の濃度（Ca, Cb；Ca>Cb）および SI（SIa、
SIb ；SIa > SIb ）に以下の式を適用することで導出される：EC1.5 = Log10Cb + 
([1.5-SIb]/[SIa-SIb]) × (Log10Ca-Log10Cb)。 
 
2-3. Human cell line activation test （h-CLAT） 
 h-CLAT は、樹状細胞活性化に着目した試験である。樹状細胞は、感作性物質に暴露
されると CD54, CD86 などの表面分子の発現が上昇する 33)。h-CLAT はこの現象に着目
し、樹状細胞と同様の挙動を示す THP-1 細胞を用いて CD54, CD86 の発現上昇を測定す
る 7, 34)。THP-1 細胞は 1×105 - 2×105 cells/mL、37℃、5% CO2の条件で 48-72 時間前培養
の後、被験物質に暴露した。被験物質を細胞 1×106 cells/mL、1 mL/ウェルで播種した
24 ウェルプレート中で 24 時間暴露した上で、CD86, CD54 の発現量を蛍光標識した抗





露群に対する相対的な発現量（relative fluorescence intensity: RFI）を測定した。その上で、
CD86 については RFI が 150%以上、CD54 については RFI が 200%以上であれば、被験
物質は陽性として判定した。本陽性判定基準値は、データセットにおけるルシフェラー
ゼ活性測定に基づいて、一致率が最も高くなるような最適化に基づいて設定された 7)。
CD86, CD54 について RFI がそれぞれ 150%, 200%を超えると推定される濃度を、EC150, 
EC200として算出し、その 2つEC値のうち小さい方をminimal induction threshold（MIT）
として選択した。この際、EC150、EC200 は LLNA の EC3 や KeratinoSensTMの EC1.5 と
同様の手順で算出した。 
 
2-4. KOWWIN ver.4.1 in EPI suiteTM 
被験物質の LogKow は、KOWWIN ver.4.1 in EPI suiteTM（environmental Protection Agency, 
Washington, DC, USA）を用いて予測した。LogKow はそれぞれの化学物質の水溶性の指
標として用いた。 
 
2-5. Tissue metabolism stimulator for predicting skin sensitization （TIMES-SS） 
ver.2.27.17 














感度 = 真陽性物質数 / （真陽性物質数 + 偽陰性物質数） 
特異度 = 真陰性物質数 / （真陰性物質数 + 偽陽性物質数） 
一致率 = （真陽性物質数 + 真陰性物質数） / （真陽性物質数 + 真陰性物質数 + 偽




第 2 節 結果 
1. LLNA とヒトデータに対する Integrating testing strategy （ITS）の予測精度 
 
本章第 5 節 Table 1-1-6 に 203 物質のデータセットとその物理化学的性質や LLNA、
DPRA、KeratinoSensTM、h-CLAT、および TIME-SS を感作強度順に示す。203 物質のう
ち 97 物質についてはヒトデータが入手可能であった。動物を用いない試験法の LLNA
とヒトデータに対する予測性を Table 1-1-1 に示す。DPRA は感度 71.5% （vs. LLNA）
と 84.7%（vs. ヒトデータ）、特異度 71.2% （vs. LLNA）と 80.0%（vs. ヒトデータ）、
および一致率 71.4% （vs. LLNA）と 83.5%（vs. ヒトデータ）を示した。KeratinoSensTM
は感度 74.2% （vs. LLNA）と 82.0%（vs. ヒトデータ）、特異度 59.6% （vs. LLNA）と
72.0%（vs. ヒトデータ）、および一致率 70.4% （vs. LLNA）と 79.4%（vs. ヒトデータ）
を示した。さらに、h-CLAT は感度 82.1% （vs. LLNA）と 88.9%（vs. ヒトデータ）、特
異度 65.4% （vs. LLNA）と 68.0%（vs. ヒトデータ）、および一致率 77.8% （vs. LLNA）
と 83.5%（vs. ヒトデータ）を示した。 
以上より、DPRA、KeratinoSensTM、および h-CLAT は LLNA およびヒトデータに対し
て同等の一致率を示した。一方で、ヒトデータが入手可能であった 97 物質に対して動









Positive Negative Positive Negative Positive Negative
151 sensitizers 108 43 112 39 124 27
52 non-sensitizers 15 37 21 31 18 34
DPRA
Positive Negative Positive Negative Positive Negative
72 sensitizers 61 11 59 13 64 8
25 non-sensitizers 5 20 7 18 8 17
83.5
Specificity (%) 80.0 72.0 68.0
Accuracy (%) 83.5 79.4
h-CLAT




Specificity (%) 71.2 59.6 65.4
Accuracy (%) 71.4 70.4
h-CLAT








DPRA、KeratinoSensTM、および h-CLAT の結果を用いて、3 試験のうち 2 試験以上で
陽性が得られた場合に「感作性物質」と判定するアプローチである 2 out of 3 ITS は、感
度 78.8% （vs. LLNA）と 88.9%（vs. ヒトデータ）、特異度 71.2% （vs. LLNA）と 84.0%
（vs. ヒトデータ）、および一致率 76.8% （vs. LLNA）と 87.6%（vs. ヒトデータ）を示
した。この予測性は h-CLAT 単独の予測性とほぼ同等であった（Table 1-1-1 および Table 
1-1-2）。また、KeratinoSensTMと h-CLAT の組み合わせ（2 試験法のうちいずれか 1 試験
で陽性として結果が得られた場合に「感作性物質」と判定し、2 試験ともに陰性が得ら
れた場合に「非感作性物質」と判定するアプローチ）についても予測性を検証した結果、
KeratinoSensTMと h-CLAT の組み合わせでは、感度 93.4% （vs. LLNA）および 94.4%（vs. 
ヒトデータ）を示し、感作性物質に対して 2 out of 3 ITSよりも高い予測性を示した（Table 
1-1-2）。他の 2 試験の組み合わせ（DPRA と KeratinoSensTM、DPRA と h-CLAT）につい
ても KeratinoSensTM と h-CLAT の組み合わせと同等の感度を示したが、DPRA、
KeratinoSensTM、および h-CLAT の 3 試験の組み合わせ（3 out of 3 ITS）については 2 out 
of 3 ITS に比べて特異度が低くなる傾向が認められた。ここで、3 out of 3 ITS は、3 試
験のうちいずれかで陽性が得られた場合に「感作性物質」と判定し、3 試験全てで陰性
が得られた場合に「非感作性物質」と判定するアプローチであった（Table 1-1-2）。3 out 
of 3 ITS は、今回検討した中で最も高い感度を示し、96.7% （vs. LLNA）および 100%
（vs. ヒトデータ）であった。一方で特異度については、今回検討した中で最も低く、




Table 1-1-2   
LLNA とヒトデータに対する各 Integrating testing strategy （ITS）の予測精度 
 
2 out of 3 3 out of 3
Positive Negative Positive Negative Positive Negative Positive Negative Positive Negative
151 sensitizers 141 10 119 32 139 12 131 20 146 5
52 non-sensitizers 33 19 15 37 26 26 30 22 37 15
2 out of 3 3 out of 3
Positive Negative Positive Negative Positive Negative Positive Negative Positive Negative Positive Negative
72 sensitizers 68 4 64 8 71 1 69 3 72 0 66 6









































Specificity (%) 36.044.0 56.084.0




2. KeratinoSensTM と h-CLAT の組み合わせにおける偽陰性物質 
  
Table 1-1-3 に LLNA およびヒトデータに対する、KeratinoSensTMと h-CLAT の組み合
わせにおける 11 の偽陰性物質をまとめた。11 の偽陰性物質のうち、methyl pyruvate、
clotrimazole、1-cyclohexylethyl 2-butenoate、N,N-dibutylaniline、および 1-octen-3-yl acetate
は LLNA で陽性であったのに対し、KeratinoSensTMと h-CLAT の組み合わせに加えて、3 
out of 3 ITS でも偽陰性であった。一方、benzoyl peroxide, squaric acid, および
diethylenetriamine は LLNA とヒトデータで一致した結果が得られた。さらに、phthalic 
anyhidride は LLNA における陽性の結果だけでなく、陰性のヒトデータも得られた 36)。
1,2-Cyclohexane dicarboxylic anhydride は LLNA で陽性であったが、信頼に足るヒトデー
タが得られなかった。Kanamycin は LLNA では陰性であったが、ヒトデータでは陽性を
示した。 Benzoyl peroxide 、 squaric acid、 diethylenetriamine 、 phthalic anyhidride 、




Table 1-1-3   
KeratinoSensTMと h-CLAT の組み合わせにおける偽陰性物質 
Chemical name CAS# LLNA EC3 Humana Discussion
Group 1; LLNA (P), Human (No data), Binary test battery (N), DPRA (N) a
Methyl pyruvate 600-22-6 2.4 ND Undergo hydration in aqueous assay solution (Pocker et al., 1982)
Clotrimazole 23593-75-1 4.8 ND LogKow = 6.26. Putative pro-hapten.
1-Cyclohexylethyl 2-butenoate 68039-69-0 5.53 ND LogKow = 4.32
N,N-Dibutylaniline 613-29-6 19.6 ND LogKow = 5.12
1-Octen-3-yl acetate 2442-10-6 30 ND LogKow = 3.6
Group 2; LLNA (P / N), Human (P / N / No data), Binary test battery (N), DPRA (P) a
Benzoyl peroxide 94-36-0 0.22 P Acyl transfer agent, amine reactive chemical (Riroird et al., 2015; Natsch et al., 2015)
Squaric acid 2892-51-5 4.3 P Amine reactive chemical (Natsch et al., 2013)
Diethylenetriamine 111-40-0 5.8 P Putative pro-hapten
Phthalic anhydride 85-44-9 0.16 N Acyl transfer agent, amine reactive chemical (Natsch et al., 2015)
1,2-cyclohexane dicarboxylic anhydride 85-42-7 0.84 ND Acyl transfer agent, amine reactive chemical (Natsch et al., 2015)









KeratinoSensTMおよび h-CLAT の結果と、DPRA におけるシステインペプチドとリジンペ
プチドの結果との関連性について検証した。 
OECD テストガイドライン 442C に記載されている予測モデルに基づいて、システイ
ンペプチドで 13.89%より大きな減少が認められた感作性物質を、DPRA におけるシス
テイン反応性物質と定義した。また、陽性判定基準である 2 つの合成ペプチドの平均の
減少率 6.38%の 2 倍の値に基づいて、リジンペプチドで 12.76%より大きな減少が認め
られた感作性物質を、DPRA におけるリジン反応性物質と定義した。次に、この定義に
基づいて解析を行ったところ、LLNA またはヒトデータで陽性が得られた 157 の感作性
物質のうち、101 のシステイン反応性物質と 51 のリジン反応性物質が存在した（Table 
1-1-4）。さらに、101 のシステイン反応性の感作性物質のうち 86 物質については、
KeratinoSensTMで陽性となり、81 物質については h-CLAT で陽性となった。この結果
（81/86 物質）から、KeratinoSensTMと h-CLAT はシステイン反応性の感作性物質に対し
て同等の予測性を示すことが明らかになった。また、h-CLAT における CD86 と CD54
のシステイン反応性の感作性物質に対する感度は同等であった（Table 1-1-4）。さらに、
51 のシステイン反応性の感作性物質のうち 42 物質については KeratinoSensTMで陽性と
なり、46 物質については h-CLAT で陽性となった。この結果から、h-CLAT は
KeratinoSensTMと比べて、リジン反応性の感作性物質に対して高い予測性を有すること
が示唆された。 
また、h-CLAT における CD86 と CD54 のリジン反応性感作性物質に対する感度は同
等であった（Table 1-1-4）。これらの結果から、KeratinoSensTMと h-CLAT はシステイン
反応性感作性物質とリジン反応性感作性物質に対して高い予測性を有することが示さ
れた。さらに、リジンペプチドと特に高い反応性（減少率 >12.76%）を示す一方でシス
テインペプチドとは反応しない（減少率 <13.89%）感作性物質 7 物質を Table 1-1-5 に
示す。OECD テストガイドライン 442D において予測性限界として記載されているよう
に、KeratinoSensTMはリジンペプチドに高い反応性を示す 7 つの感作性物質のうち 4 物
質（3,4-dihydrocoumarin、pentachlorophenol、phthalic anhydride および trimellitic anhydride）





Table 1-1-4  
DPRA におけるシステイン反応性およびリジン反応性の物質に対する KeratinoSensTMお
よび h-CLAT の感度 
 
Positive marker(s) in h-CLAT (Ratio)
CD86 and CD54 CD86 CD54
101 Cys reactive chemicals









51 Lys reactive chemicals
























3,4-Dihydrocoumarin 5.6 P 39.7 0.0 N P
Eugenol 12.9 P 19.2 9.2 P P
Pentachlorophenol 20 P 14.5 0.0 N P
Cinnamic alcohol 21 P 15.1 0.0 P P
Phthalic anhydride 0.16 N 75.0 1.9 N N
α-methyl-trans-cinnamaldehyde 4.5 ND 28.8 10.4 P P
Trimellitic anhydride 9.2 ND 43.7 0.0 N P





第 3 節 考察 
 
本章では、皮膚感作性のハザード予測において、被験物質を非感作性物質であること
を明確化するボトムアップアプローチの 1 つして、KeratinoSensTMと h-CLAT の組み合
わせについて検討した。このアプローチでは、KeratinoSensTMと h-CLAT のうちいずれ
かで陽性が得られた場合に感作性物質と判断し、ともに陰性であった場合に非感作性物
質と判断した。203 物質のデータセット（感作性物質 151 物質、非感作性物質 52 物質）
において、LLNA に対する予測性を検証したところ、LLNA で陽性となった物質に対し
て KeratinoSensTMと h-CLAT の組み合わせは 93.4%の感度を示した。また、203 物質のう
ち、LLNA とヒトデータが入手可能であった 97 物質（感作性物質 72 物質、非感作性物
質 25 物質）において、ヒトデータに対する予測性を検証したところ、KeratinoSensTM
と h-CLAT の組み合わせは 94.4%の感度を示した。このことから、KeratinoSensTMと
h-CLAT の組み合わせは LLNA（91.7%）と比べて、ヒトデータに対して高い予測性を示
すことが明らかになった。2 out of 3 ITS は感度 78.8% （vs. LLNA）および 88.9%（vs. ヒ
トデータ）を示し、これは感度 82.1% （vs. LLNA）および 88.9%（vs. ヒトデータ）を
示した h-CLAT 単独とほぼ同等であった。一方で、3 out of 3 ITS は 96.7% （vs. LLNA）
および 100%（vs. ヒトデータ）を示した。 
以上より、3 out of 3 ITS は皮膚感作性のハザード予測において被験物質を非感作性物
質であることを明確化するボトムアップアプローチとして、偽陰性の数を最小化するた
めに最も優れたアプローチであることが示唆された。3 out of 3 ITS は、今回検討した中
で最も高い感度を示し、93.4% （vs. LLNA）および 94.4%（vs. ヒトデータ）であった。
なお、注目すべきは、DPRA を除いた KeratinoSensTMと h-CLAT の組み合わせについて
もほぼ同等の高い感度（96.7% （vs. LLNA）および 100%（vs. ヒトデータ））を示した
ことであった。一方で 3 out of 3 ITS は、特異度については、今回検討した中で最も低く、
28.8% （vs. LLNA）および 36%（vs. ヒトデータ）であった。 




反応性は KeratinoSensTMと h-CLAT の陽性判定に密接に関連していることが明らかにな
った。また、h-CLAT は DPRA においてリジンペプチドと反応性が高い感作性物質に高













偽 陰 性 と な っ た （ Table 1-1-3 ）。 Clotrimazole 、 1-cyclohexylethyl 2-butenoate 、
N,N-dibutylaniline、および 1-octen-3-yl acetate は LLNA で陽性であったが、ヒトデータ
は入手できなかった。この 4 物質は LogKow >3.5 であり、DPRA、KeratinoSensTMおよび
h-CLAT の 3 試験いずれでも陽性と検出できなかった。h-CLAT においては LogKow >3.5
の物質が、KeratinoSensTMにおいては LogKow >5 の物質が、細胞培養系への被験物質の
低い溶解性によって偽陰性となる傾向があることが知られている 32, 34)。このことから、
この 4 物質はその低い溶解性によっていずれの試験でも過小評価されたと示唆された。





EpiSensA が開発されている 37)。EpiSensA は市販の再構築ヒト皮膚培養モデルを用いた
試験法であり、LogKow >3.5 の感作性物質 27 物質に対して 93%という高感度を実現し
た。EpiSensA に加えて、TIMES-SS のような in silico 技術からも追加的な情報が得られ
る。さらに、既存あるいは新規データから、化学構造上あるいはメカニズム上類似の化
学物質について read-across アプローチから判断することも可能であろう 19)。 




ず、diethylenetriamine は DPRA、KeratinoSensTMおよび h-CLAT の 3 試験のうち DPRA
でのみ陽性と判定されており、一般に pro-hapten と考えられている物質でも実際には
DPRA で正しく検出され得る pre-hapten でもある可能性が示唆された。Pre-hapten も
pro-hapten も共に活性経路を経た上で同じ感作性物質となり得ることが知られている 38)。
本章で用いたデータセットには、TIMES-SSの予測で Pre-haptenとされたものが 10物質、
Pro-hapten とされたものが 16 物質、Pre-/pro-hapten とされたものが 19 物質含まれてい
た。評価した Pre-hapten または/かつ Pro-hapten のうち 2 物質について偽陰性物質とした






Benzoyl peroxide、1,2-cyclohexane dicarboxylic anhydride、phthalic anhydride および
squaric acid もまた、KeratinoSensTMと h-CLAT の組み合わせで偽陰性であった。これに
ついてはおそらくタンパク質との結合メカニズムに基づいて考察が可能であった。
Benzoyl peroxide、1,2-cyclohexane dicarboxylic anhydride および phthalic anhydride は、主
にアシル基をリジン残基に転移させるアシル転移誘導物質である 39, 23, 40）。Squaric acid
は、タンパク質中のリジンと特異的に結合する性質を有している 41, 23)。したがって、も
し被験物質がタンパク質との結合メカニズムからアシル転移誘導物質やアミン反応性
であると示された場合には、KeratinoSensTMと h-CLAT の組み合わせに加えて DPRA も
実施した上で非感作性物質と判断する必要があった。 
以上より、残る偽陰性物質は methyl pyruvate と kanamycin となった。Methyl pyruvate
については、LLNA で陽性であった一方でヒトデータが入手できなかった。Methyl 
pyruvate は水溶媒環境下でカルボニル基が加水分解されることが知られている 42)。加水
分解による生成物は TIMES-SS で陰性である。このため methyl pyruvate は in vitro の試
験系において試験溶媒あるいは培養液中で加水分解され非感作性物質へ変化し、その加
水分解前の感作性を DPRA、KeratinoSensTMおよび h-CLAT の 3 試験で検出することが
困難であった可能性がある。この点については今後さらなる解析が必要である。




KeratinoSensTMと h-CLAT の組み合わせや 3 out of 3 ITS は、感作性物質を見逃すより
も過大評価する傾向があり、偽陽性物質が多くなる（特異度が低い）アプローチであっ
た。偽陽性の原因は各々の試験法で異なる理由で生じた。KeratinoSensTMにおいては、
求電子性物質が作用することによる Keap1 の Nrf2 抑制機構の解除というメカニズム以
外の機構（例：酸化ストレスや過酸化水素の細胞内生成）によって、非特異的な ARE
活性化が生じる可能性があり、偽陽性となることが報告されている 26)。h-CLAT におい
ては、sodium lauryl sulfate のような非感作性の刺激性物質によって CD86 や CD54 の発















以上をまとめたものを、Figure 1-1-1 に KeratinoSensTMと h-CLAT の組み合わせや 3 out 







Figure 1-1-1  






第 4 節 小括 
 
本章では、皮膚感作性のハザード予測において被験物質を非感作性物質であることを
明確化するボトムアップアプローチの 1 つして、KeratinoSensTMと h-CLAT の組み合わ
せについて検討した。203 物質のデータセットにおいて LLNA に対する予測性を検証し
た結果、LLNA で陽性となった物質に対して KeratinoSensTMと h-CLAT の組み合わせは
93.4%の感度を示した。また、ヒトデータが入手可能であった 97 物質において予測性を
検証した結果、KeratinoSensTMと h-CLAT の組み合わせは 94.4%の感度を示した。したが
って、KeratinoSensTMとh-CLATの組み合わせは皮膚感作性のハザード予測において3 out 
of 3 ITS とほぼ同等であり、被験物質を非感作性物質であることを明確化するボトムア
ップアプローチとして有用と判断された。LogKow >3.5 の物質については、
KeratinoSensTMと h-CLAT の組み合わせや 3 out of 3 ITS の結果のみで非感作性物質と断




ローチは原則 KeratinoSensTMと h-CLAT の 2 試験で被験物質を非感作性物質であること
を明確化することができるため、3 out of 3 ITS と比べて、より単純に AOP の初期の 3
つのキーイベントを反映した評価を行うことができた。今後、KeratinoSensTMと h-CLAT
の組み合わせは Globally Harmonized System of Classification, Labelling and Packaging of 





























































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































活性化に着目した KeratinoSensTM 6)、および樹状細胞活性化に着目した h-CLAT 7)が開発
され、それぞれ OECD テストガイドラインとして収載された 31, 32, 34)。これら in vitro 試
験は、AOP におけるキーイベントの 1 つしか反映できていない点や予測性の観点から
単独では十分でないため、動物を用いない手法による強度予測については、これまで複
数の in vitro試験に加え物理化学的性状や in silicoデータも含めた情報を組み合わせる検
討が、近年盛んに行われてきた 9)。 
Sequential testing strategy （STS）や Integrated testing strategy （ITS）は、単純に DPRA
などの試験法で感作性物質を分類し、strong、weak、未分類（not classifiable）を予測す
るアプローチである 47)。また、ここ数年で機械学習に基づくアプローチも活発に開発が
進んでいる 48, 45, 30)。この中でも artificial Neural Network （ANN）は SH test、ARE assay
および h-CLAT の結果を用いた手法である 45)。これらの試験法は、AOP におけるキー
イベントを考慮したものではあるが、OECD テストガイドラインに収載された試験法で
はなく、また ANN は各因子の重み付けのなされ方が明確ではないといった問題点があ




Bayesian Network Integrated Testing Strategy（BN ITS-3）は Procter & Gamble 社の




づく in silico 予測、DPRA、KeratinoSensTM、および h-CLAT の 3 試験から算出される感
作強度および細胞毒性に関する定量値を入力することで実行することが可能なシステ
ムである 30)。その上で、本方法は、LLNA における 4 つの感作強度分類に対する確率分







第 1 節 実験 
 
1. BN ITS-3 
  
BN ITS-3 は、市販ソフトである BayesiaLab 5.4 platform （Bayesia SAS, Laval, Cedex, 
France）に Jaworska らが提供する以下の因子を入力することで感作性評価を実行するシ
ステムで、次のデータを用いて予測を行う。 
1. 物理化学的性質に基づき、ACD Labs Percepta （ACD Labs, Toronto, Canada）を用い
て pH=7 の際の生物学的利用能（水への溶解性、Log D、水溶液中イオン化率およ
ぼ血漿タンパク結合性）の定量値を算出。 
2. TIMES-SS（第 1 編 第 1 章 第 1 節）を用いた皮膚感作性の in silico 予測。 
3. DPRA、KeratinoSensTM、および h-CLAT の 3 試験から算出される、感作強度および
細胞毒性に関する定量値（第 1 編 第 1 章 第 1 節）。 
BN ITS-3 は DPRA、KeratinoSensTM、および h-CLAT の情報について、被験物質の水
への溶解性と水溶液中イオン化率に基づいてデータの採用制限を設けた。pH=7 で完全
にイオン化した化学物質は、生物学的利用能の観点から細胞培養系の試験に適さない。
Jaworska ら（2015）は、pH=7 における水溶液中イオン化率が 99.997%の squaric acid と





水溶液中イオン化率に基づくデータの採用制限は設定しなかった。BN ITS-3 は LLNA
における 4 つの感作強度分類に対する確率分布に基づいて、感作強度予測を行った。
LLNA の EC3 値は陽性判定基準値に達する暴露濃度であり、w/v%で表される値である
が、Jaworska らはモル単位で表した 30)。この変換によって、EC3 が 90%に近い物質や
MW が小さい物質については、過小評価が生じる場合があった。たとえば、w/v%に基
づく分類では weak や moderate に分類された物質が、モル単位に基づく分類では非感作
性物質や moderate に分類される場合があった。したがって、本章では LLNA の強度分
類を w/v%に基づいて表した。また、Jaworska ら（2015）はマイケル付加反応を生じる





場合にのみ予測結果を採用し、感作性物質については B >1 である場合にのみ予測結果
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を採用した。最も高い B について算出された分類に基づいて強度予測を行った 30)。 
 
2. 175 物質のデータセット 
  
第1編 第1章 第1節で用いた203物質のデータセットに基づいて構築した。Potassium 
dichromate や sodium lauryl sulfate などの 7 物質の金属塩と、混合物である
methylchloroisothiazoline/methyl isothiazoline（MCI/MI）は、BN ITS-3 の検証用セットに
も訓練用セットにも用いないためにデータセットから除外した。さらに、bisphenol A 
glycerolate dimethacrylate （bis-GMA）は DPRA におけるリジンペプチドのデータが欠損
していたために除外した。Methyl pyruvate、clotrimazole、1-cyclohexylethyl 2-butenoate、
1-octen-3-yl acetate、methyl salicylate、sulfanilamide、1-butanol、isopropanol、propylene glycol、
4-hydroxybenzoic acid 、 glycerol 、 lactic acid 、 octanenitrile 、 vinylidene dichloride 、
N,N-diethyl-m-toluamide、sulphanilic acid、dimethyl formamide および saccharin について
は、DPRA、KeratinoSensTM、および h-CLAT の 3 試験いずれにおいても陰性であったた
め、BN ITS-3 を用いた強度予測を行う必要がないと判断し、本章では解析対象から除
外した。その上で、第 5 節に示した残る 175 物質（非感作性物質：34 物質、weak：55





3-1. KeratinoSensTM  
 第 1 編 第 1 章 第 1 節にプロトコルについて記載した。 
 
3-2. Human cell line activation test （h-CLAT） 
 第 1 編 第 1 章 第 1 節にプロトコルについて記載した。 
 
3-3. KOWWIN ver.4.1 in EPI suiteTM 
第 1 編 第 1 章 第 1 節に記載した。 
 
3-4. Tissue metabolism stimulator for predicting skin sensitization （TIMES-SS） 
ver.2.27.17 
 第 1 編 第 1 章 第 1 節に記載した。 
 






水溶液中イオン化率= | 1 - 10LogD / 10LogKow| 
（|  |  : 絶対値） 
 
3-6. 統計解析 
 第 1 編 第 1 章 第 1 節に記載した。 
 
3-7. 香料原料を用いた定量的リスクアセスメントのケーススタディ 




に基づいて、次の 3 つのステップに基づいて行った 10)。まず、評価物質の感作性強度を、
NESIL を指標として決定した。NESIL は、通常単位面積当たりの暴露量として表し、
LLNA EC3、human repeated insult patch test （HRIPT）や human maximization test （HMT）
のようなヒト試験における no observed effect levels （NOEL）を基に設定された。次に
個人差、溶媒影響、使用状況を反映するため、感作アセスメント係数（sensitization 
assessment factor, SAF） 12, 13)の適用を行うことで、ヒトで感作を誘導しないと考えられ
る許容暴露量（acceptable exposure level, AEL）を次の関係式に基づいて算出した。 
AEL = NESIL / SAF 
ここで、AEL は消費者が感作の誘導を防ぐことのできる暴露量として推算し、μ
g/cm2/day という単位で表した。 
最後に消費者暴露量（consumer exposure level, CEL）の算出を行った。ここで、CEL
は Scientific Committee on Consumer Safety（SCCS）から報告されている値を用いた 14)。





第 2 節 結果 
 
1. BN ITS-3 による感作強度予測性 
  
第 1 節に示した基準に従って BN ITS-3 の LLNA に対するハザード検出の予測性を検
証すると、感度は 94.3% （133/141）、特異度は 85.3%（29/34）、一致率は 92.6%（162/175）
であった（Table 1-2-1）。これらの結果から、BN ITS-3 が高い予測性で化学物質のハザ
ード検出が可能であると結論付けた。Table 1-2-1 に、LLNA の 4 つの強度分類（非感作






また、感作強度 2 分類の過小評価が生じた物質は 4 物質であり、hexyl salicylate および
benzoyl peroxide は LLNA で strong の物質を BN ITS-3 で weak と過小評価し、





Table 1-2-1   
175 物質における BN ITS-3 による感作強度予測性 
LLNA の 4 つの強度分類（非感作性物質（non-sensitizer; NS）、weak、moderate、





175 strong moderate weak NS
extreme-strong 30 22 6 2 0
moderate 56 14 27 13 2
weak 55 5 6 38 6
NS 34 1 2 2 29
LLNA category BN ITS-3
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2.  BN ITS-3 で過小評価した物質 
  
Table 1-2-2 に、LLNA に対して BN ITS-3 で過小評価された 29 物質を示す。29 物質の
うち、phthalic anhydride, maleic anhydride および 1,2-cyclohexane dicarboxylic anhydride は
アシル転移誘導物質と考えられ（本編 第 1 章）、LLNA で strong の物質を BN ITS-3 で
moderate と予測した。Benzoyl peroxide はアミン反応性物質であり（本編 第 1 章）、LLNA
で strong の物質を BN ITS-3 で weak と、感作強度を 2 分類過小評価する予測を示した。
Squaric acid diethyl ester および squaric acid もアミン反応性物質であり、LLNA でそれぞ
れ strong と moderate の物質を BN ITS-3 で moderate と非感作性物質と予測した。
Undec-10-enal, p-isobutyl-α-methyl hydrocinnamaldehyde, hexyl salicylateおよび farnesol は、
LogKow >3.5 の難水溶性の物質であり、BN ITS-3 で weak と過小評価された。
2-Nitro-4-phenylenediamine, dihydroeugenol 、 dibenzyl ether 、 4-chloroaniline お よ び
diethylenetriamine については pre-/pro-hapten であった。2 分類の過小評価が生じた 4 物
質 benzoyl peroxide、squaric acid、hexyl salicylate および diethylenetriamine はアシル転移
誘導物質、アミン反応性物質、LogKow >3.5 の難水溶性の物質、pre-/pro-hapten のいず
れかに該当し、これら予測性限界となりうる物質を除外すれば、全ての物質の予測結果
は過小評価するとしても 1 分類の違いの範囲であった。 
Table 1-2-3 に、Table 1-2-1 に示したデータセットからアシル転移誘導物質、アミン反
応性物質、LogKow >3.5 の難水溶性の物質および pre-/pro-hapten に該当する 81 物質を除








Table 1-2-2   








Phthalic anhydride 0.16 strong moderate Acyl transfer agent, amine reactive chemical (Natsch et al., 2015)
Maleic anhydride 0.16 strong moderate Acyl transfer agent, amine reactive chemical (Natsch et al., 2015)
1,2-cyclohexane dicarboxylic anhydride 0.84 strong moderate Acyl transfer agent, amine reactive chemical (Natsch et al., 2015)
Benzoyl peroxide 0.22 strong weak Acyl transfer agent, amine reactive chemical (Riroird et al., 2015;Natsch et al., 2015)
Squaric acid diethyl ester 0.9 strong moderate Amine reactive chemical (Natsch et al., 2013)
Squaric acid 4.3 moderate NS Amine reactive chemical (Natsch et al., 2013)
Undec-10-enal 6.8 moderate weak LogKow=4.12
p-Isobutyl-α-methyl hydrocinnamaldehyde 9 moderate weak LogKow=4.4
Hexyl salicylate 0.18 strong weak LogKow=5.06
Farnesol 4.1 moderate weak LogKow=5.77, Pre-hapten
2-Nitro-4-phenylenediamine 0.5 strong moderate pre/pro-hapten
Dihydroeugenol 6.8 moderate weak pre/pro-hapten
Dibenzyl ether 6.3 moderate weak pre-hapten
4-chloroaniline 6.5 moderate weak pro-hapten
Diethylenetriamine 5.8 moderate NS pro-hapten
Formaldehyde 0.61 strong moderate
1-Phenyl-1_2-propanedione 1.3 moderate weak
Allyl phenoxyacetate 3.1 moderate weak
6-Methyl-3 5-heptadien-2-one 5 moderate weak
trans-2-Hexenal 5.5 moderate weak
Perillaaldehyde 8.1 moderate weak
Methyl methanesulphonate 8.1 moderate weak
3-Methyl-1-phenylpyrazolone 8.5 moderate weak
Oxalic acid anhydrous 15 weak NS
Benzocaine 22 weak NS
Pyridine 72 weak NS
Diethyl acetaldehyde 76 weak NS
Aniline 89 weak NS





Table 1-2-3   
アシル転移誘導物質、アミン反応性物質、難水溶性の物質および pre-/pro-hapten に該当






94 strong moderate weak NS
extreme-strong 13 12 1 0 0
moderate 30 7 16 7 0
weak 25 2 3 14 6
NS 26 0 0 1 25
Accuracy 71.2%   ((12+16+14+25)/94)
Accracy for S 92.3%     (12/13)
Accuracy for M 53.3%     (16/30)
Accuracy for W 56.0%     (14/25)
Under-predictive rate 20.6%               ((1+7+6)/68)






3.  新規感作強度予測分類の定義を用いたリスクアセスメントフロー 
  
BN ITS-3 における 1 分類の過小評価の懸念（過小評価率 20.6%（14/68））を最小化す
るために、本章では BN ITS-3 から得られる最少の EC3 を NESIL として設定した新規感
作強度予測分類を構築した（Figure 1-2-1）。この際、BN ITS-3 で weak、moderate と判定
された場合には、それぞれ EC3 が 10%、1%であると想定して定量的リスクアセスメン
トを実施することとした。また、BN ITS-3 で strong と判定された場合には、EC3 は設
定しなかった。さらに、もし BN ITS-3 で非感作性物質と判定された場合でも、1 分類
の過小評価の懸念を考慮し、EC3 が 100%であると想定して定量的リスクアセスメント
を実施し、暴露量に制限を設けることとした。 













Figure 1-2-2   






4.  香料原料を用いたケーススタディ 
  




該当しなかった。この表から明らかなように、半数の物質（検証した 10 物質中 5 物質）
では LLNA 由来の NESIL とヒト試験由来の NESIL の間で、1 桁以上の違いが認められ
た。一方で、BN ITS-3 の新規感作強度予測分類に基づく NESIL とヒト試験由来の NESIL





















Methyl heptine carbonate <125 118 strong (not defined) Not defined
3-Propylidenephthalide 350 945 moderate (1%) 250
Safranal <250 29.5 moderate (1%) 250
2-Phenylpropionaldehyde 1575 388 moderate (1%) 250
Cyclamen aldehyde 5413 5905 weak (10%) 2500
α-Amyl cinnamic aldehyde 2942 23622 weak (10%) 2500
Carvone 2675 2657 weak (10%) 2500
Perillaaldehyde 2175 709 weak (10%) 2500
Benzyl alcohol >12500 5906 NS (100%) 25000
Coumarin >12500 3543 NS (100%) 25000
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第 3 節 考察 
  
本章では、BN ITS-3 を用いた感作強度予測と予測された感作強度に基づく定量的リ
スクアセスメントの実現を目的に検討を行った。BN ITS-3 の感作強度予測性を本編 第




ろ、予測結果は過小評価するとしても 1 分類の違いの範囲であった。さらに、BN ITS-3
による過小評価の懸念を最小化するために、本章では予測結果が過小評価される程度を
考慮し、新たに 4 つの感作強度分類を定義した。 
 LLNA の EC3 値は陽性判定基準値に達する暴露濃度であり、w/v%で表される値であ
るが、Jaworska ら（2015）では全ての値をモル単位で表している。この変換によって、
EC3 が 90%に近い物質や分子量が小さい物質については、過小評価される場合があった。
したがって、本章では LLNA の強度分類を w/v%に基づいて表した。 
偽陰性物質の解析においては、このアプローチの予測性限界が次のように明らかにな
った。2 分類の過小評価が生じた 4 物質（benzoyl peroxide、squaric acid、hexyl salicylate




水溶性の物質および Pre-/pro-hapten に該当する 81 物質を除いた 94 物質の BN ITS-3 の




も 1 分類の違いの範囲であり、過小評価の差が小さくなることが明らかになった。 
ケーススタディとして、感作性を有することが知られており、BN ITS-3 の適用範囲
である香料原料 10 物質について、BN ITS-3 による強度予測と、その結果を新規感作強
度予測分類に基づくリスクアセスメントフローに適用した際の許容暴露量を算出した。
その結果、BN ITS-3 は LLNA と同程度の予測性でヒト NESIL を予測することができる







ある LLNA 由来の NESIL は、有害事象が認められる濃度を想定して予測された値であ
った。この違いによって、一部の感作性物質でヒト試験由来の NESIL が NESIL あるい




第 4 節 小括 
 
本章では、BN ITS-3 を用いた感作強度予測と予測された感作強度に基づいて定量的
リスクアセスメントの実現を目的に検討を行った。BN ITS-3 の感作強度予測性を本編 
第 1 章で用いた 203 物質のデータセットを用いて検証し、大きく（2 分類）過小評価さ
れた物質が、予測性限界となる性質を有していることを明らかにした。これら予測性限
界となりうる物質は、アシル転移誘導物質、アミン反応性物質、LogKow >3.5 の難水溶
性の物質および pre-/pro-hapten に該当する 81 物質であり、これらの物質は BN ITS-3 で
も正しく評価することが困難であることが示唆された。そこで、これらを除いた 94 物
質の BN ITS-3 の予測結果を Table 1-2-3 に示した。これら 94 物質において、4 つの強度
分類の全体の予測性は 71.2%（67/94）であった。Strong/Extreme、moderate、weak およ
び非感作性物質の予測性はそれぞれ 92.3%（12/13）、53.3%（16/30）、56.6%（14/25）お
よび 96.2%（25/26）であった。68 品の感作性物質については 14 品（20.6%）で過小評
価となったが、過小評価するとしても 1 分類の違いの範囲であった。その上で、BN ITS-3
による過小評価の懸念を最小化するために、本章では予測結果が過小評価される程度を






第 2 編 植物エキスの皮膚感作性に対する動物を用いない評価技術の適用性検
証と実践 
 
第 1 章 植物エキス中の感作性物質の検出能力検証 
 













成分を含む植物エキスを評価することはできない。また in vitro 試験の中でも、DPRA
についてはモデルペプチドと評価物質を特定のモル比で混合させるため、化学構造情報
が必要であり植物エキスを評価することは困難である。したがって、植物エキスの評価
に向けては、化学構造の情報がなくとも評価に適用させることのできる in vitro 試験に
よる評価が必要である。 
化学構造の情報がなくとも評価に適用させることのできる in vitro 試験を用いた植物
エキス中の感作性物質の評価については、これまでに KeratinoSensTMを用いた研究が報
告されている 51)。Andres らは、KeratinoSensTMが植物エキス中に存在する感作源を検出
可能か検証する pilot study を行った。KeratinoSensTMで陰性の植物エキスに対し感作性物
質をさまざまな濃度で添加し、その感作性を検出できるか評価した。その結果、植物エ



















ば、LLNA で陽性と判定された植物エキス中には、感作性物質が EC3（LLNA において
SI 値が 3 を超えると推測される濃度）以上で含まれていると推測される。次に、植物エ
キス中に含有されていると想定した上で、感作性物質の検出下限を比較した。しかし、
天然由来の複雑な混合物である植物エキス中に含有される感作性物質を完全に予測す
ることは困難であるため、本章では、検討対象を LLNA と in vitro 試験の結果を有する
感作性物質データセット全般とし、データセットから明らかになったことを、植物エキ
スに含まれうる未知の成分に適用することとした。これにより、植物エキス中に含有さ









第 1 節 実験 
 
1. 146 物質のデータセット 
LLNA と KeratinoSensTM、h-CLAT のデータが存在する物質 25, 29, 30)から、KeratinoSensTM
と h-CLAT の組み合わせで LLNA に対して正しく陽性と判定した 147 物質を抽出した。
さらに、3-methyl-1-phenylpyrazolone と streptomycin sulfate について、未報告の h-CLAT
データを加えた。その上で、Benzo(a)pyreneについては、最低試験濃度における stimulation 
index（SI）値が 15 を超える値から外挿法によって EC3 値を算出していることから解釈
が難しいため、検討対象から除外した 52)。また、1-benzoylacetone については EC3 値の
出典がなく信頼性に乏しいために除外した。以上、benzo(a)pyrene と 1-benzoylacetone を




2-1. KeratinoSensTM  
 第 1 編 第 1 章 第 1 節にプロトコルについて記載した。KeratinoSensTMは、多成分物
質および混合物の試験に、技術的に適用可能である。 
 
2-2. Human cell line activation test （h-CLAT） 













生じない場合、培養液に最高で 400 μg/mL で溶解させて試験する 32)。そのため、植物エ
キスは培養液で 2500 倍に希釈された上で、細胞に暴露される。したがって、感作性物
質が植物エキス中に含有されていた際の KeratinoSensTM における検出下限は




detection concentration of KeratinoSensTM（DCK）として定義した（EC1.5×2500 %）。同様
に、h-CLAT については植物エキスが生理食塩液に溶解し、かつ細胞毒性を生じない場
合、培養液に最高で 5000 μg/mL で溶解させて試験することから 34)、感作性物質が植物
エキス中に含有されていた際の検出下限は MIT×200 μg/mL と計算できた。その上で単
位変換（μg/mLから 10-4 %）し、感作性物質が植物エキス中に含有されていた際の h-CLAT
における検出下限を detection concentration of h-CLAT（DCh ）として定義した
（MIT×200 %）。また、KeratinoSensTMと h-CLAT による組み合わせによって評価を行っ
た場合の検出下限は、DCK （KeratinoSensTM）と DCh （h-CLAT）が共に算出された場
合、小さい方を minimal detection concentration （MDC）として定義した。また、
KeratinoSensTMと h-CLAT の一方でのみ陽性と判断され、DCKと DChの片方しか算出さ















The dilution rate used to
expose culture medium
Detection concentration in sensitizer in
non-cytotoxic botanical extract
LLNA EC3 100 [%] 1 EC3 [%]
KeratinoSensTM EC1.5 400 [μg/mL] 2500 EC1.5 ×2500 [μg/mL]






で確認されている 51)。そのため、本章では h-CLAT における植物エキス中の他成分によ
る影響について pilot study を行った。植物エキスは、植物エキスの抽出に用いられる代
表的な溶媒である ethanol と 1,3-butylene glycol を用いることとし、80% ethanol に 2%の
固形分が溶解した植物エキス A、50% 1,3-butylene glycol に 0.5%の固形分が溶解した植
物エキス B を用いた。そして、h-CLAT の最高試験濃度である 5000 μg/mL で感作性物
質の検出濃度に影響がなければ、マスキング効果やブースティング効果がほとんど生じ
ないと考え、h-CLAT 暴露時の培養液中に 5000 μg/mL で植物エキスが共存する場合とし
ない場合で感作性物質の評価に影響を及ぼすかを検討した。この際の感作性物質として
は、cinnamomum camphora （camphor） bark oil に含まれる cinnamic aldehyde、litsea 










合の LLNA と KeratinoSensTMにおける検出下限について比較した（第 5 節）。各感作性
物質における、LLNA の検出下限である EC3 と KeratinoSensTMの検出下限である DCK
のプロットを Figure 2-1-1（a）に示す。その結果、比較した 116 物質のうち 88 物質に
ついては KeratinoSensTMの検出下限の方が低かった。つまり、データセットにおける感
作性物質のうち 76％（88/116）の物質において植物エキス中に含有したと想定した場合、
LLNA と比べて KeratinoSensTMの方が低濃度で検出可能であった。さらに、LLNA と
h-CLAT における検出下限の比較を行った。各感作性物質における、LLNA の検出下限
である EC3 と h-CLAT の検出下限である DChのプロットを Figure 2-1-1（b）に示す。そ
の結果、比較した 128 物質のうち 104 物質については h-CLAT の検出下限の方が低かっ
た。すなわち、データセットにおける感作性物質のうち 81％（104/128） の物質におい
て植物エキス中に含有されたと想定した場合、LLNA に比べて h-CLAT の方が低濃度検
出可能であった。 
 次に、LLNA における検出下限である EC3 と、KeratinoSensTMと h-CLAT による組み
合わせにおける検出下限である MDC について比較した。各感作性物質における、EC3
と MDC のプロットを Figure 2-1-1（c）に示す。その結果、比較した 146 物質のうち 124
物質については LLNA と比べて MDC の方が低かった。したがって、データセットにお
ける感作性物質のうち 86％（124/146） 物質において植物エキス中に含有されていたと
想定した場合、LLNA と比べて KeratinoSensTMと h-CLAT による組み合わせの方が低濃
度検出可能であった。これらの結果から、KeratinoSensTMまたは h-CLAT 単独による評
価（それぞれ 76%, 81%）よりも、KeratinoSensTMと h-CLAT を組み合わせることによっ
て、より多くの割合の物質を LLNA と比べて低濃度検出可能であることが示唆された
（Table 2-1-2）。一方で、植物エキス中に含有されていたとしても LLNA と比べて






Figure 2-1-1 植物エキス中に含有されていた場合の感作性物質の検出下限比較 
データセットにおける感作性物質が仮に植物エキス中に含有されていたと想定した
場合の LLNA と KeratinoSensTMにおける検出下限について、比較を行った。 
（a）感作性物質 116 品における LLNA の検出下限である EC3 と KeratinoSensTMの検出
下限である DCKのプロット。横軸に EC3 を、縦軸に DCKをプロットした。EC3 と DCK
が等しい感作性物質は点線上にプロットされた。植物エキス中に含有されていた場合に
LLNA と比べて低濃度検出可能である感作性物質（DCK < EC3）は点線より下にプロッ
トされ、LLNA と比べて低濃度検出できない感作性物質（DCK > EC3）は点線より上に
プロットされた。プロットされた物質数について集計した結果を Table 2-1-2 に示す。 
 （b）感作性物質 129 品における LLNA の検出下限である EC3 と h-CLAT の検出下限
である DChのプロット。横軸に EC3 を、縦軸に DChをプロットした。EC3 と DChが等
しい感作性物質は点線上にプロットされた。植物エキス中に含有されていた場合に
LLNA と比べて低濃度検出可能である感作性物質（DCh < EC3）は点線より下にプロッ
トされ、LLNA と比べて低濃度検出できない感作性物質（DCh > EC3）は点線より上に
プロットされた。プロットされた物質数について集計した結果を Table 2-1-2 に示す。 
 （c）感作性物質 146 品における LLNA の検出下限である EC3 と MDC のプロット。




出可能である感作性物質（MDC < EC3）は点線より下にプロットされ、LLNA と比べて
低濃度検出できない感作性物質（MDC > EC3）は点線より上にプロットされた。プロッ









KeratinoSensTM h-CLAT Binary test battery









h-CLAT による組み合わせにおいて、低濃度検出できない 21 物質 
 
  
LLNA Binary test battery
EC3 [%] MDC [%]
Diphenylcyclopropenone 886-38-4 0.003 0.03 Lipophilic, LogKow=3.25
Oxazolone 15646-46-5 0.003 0.05
Chlorothalonil 1897-45-6 0.004 0.0042 Lipophilic, LogKow=3.66




1,4-Benzoquinone 106-51-4 0.0099 0.04
Dinitrofluorobenzene 70-34-8 0.03 0.04
Tetrachlorosalicylanilide 1154-59-2 0.04 0.06 Lipophilic, LogKow=5.87
Maleic anhydride 108-31-6 0.16 5.97 Susceptible to hydrolysis
Hexyl salicylate 6259-76-3 0.18 1.05 LLNA false-positive(Urbish et al., 2015)
Propyl gallate 121-79-9 0.32 0.65 Putative pre-/pro-hapten(Joanna et al, 2015)
chloramine T 127-65-1 0.6 4.68 Putative pre-/pro-hapten(Joanna et al, 2015)
Cobalt chloride 7646-79-9 0.6 0.71
2-Methyl-4H,3,1-benzoxazin-4-one 525-76-8 0.7 5.44
24-Dinitrobenzenesulfonic acid sodium salt 885-62-1 2 4.36
Allyl phenoxyacetate 7493-74-5 3.1 33.51
Diethyl sulphate 64-67-5 3.3 4.81
3,4-Dihydrocoumarin 119-84-6 5.6 10.63
Anisyl Alcohol 105-13-5 5.9 9.23 Putative pre-/pro-hapten(Joanna et al, 2015)
Dihydroeugenol (2-methoxy-4-propyl-phenol) 2785-87-7 6.8 19.20 Putative pre-/pro-hapten(Joanna et al, 2015)
1-Iodohexadecane 544-77-4 19 20.28 Lipophilic, LogKow=8.96




2. h-CLAT における植物エキス中の他成分による影響検証 
5000 μg/mL の植物エキス A が存在する場合としない場合の cinnamic aldehyde、citral
の評価をガイドラインに示されたプロトコル 34)に基づいて実施し、EC150 および EC200
比較した。その結果、CD86 の発現上昇がカットオフ値を超える EC150 は同等であった
（Table 2-1-4（a））。また、CD54 の発現上昇がカットオフ値を超える EC200 は同等であ
った。植物エキスが存在しない場合の結果は、historical data を使用した（第 1 編 第 1
章）。さらに、5000 μg/mL の植物エキス B が存在する場合としない場合の cinnamic 
aldehyde、citral の評価を比較した。その結果、cinnamic aldehyde、citral の EC150 および





（a） 5000 μg/mL の植物エキス A が存在する場合としない場合の h-CLAT 結果 
（b） 5000 μg/mL の植物エキス B が存在する場合としない場合の h-CLAT 結果 
 







CD86 EC150 [μg/mL] CD54 EC200 [μg/mL]
Extract A No -(0/2) - -(0/2) -
Extract A Cinnamic aldehyde +(3/3) 5.4 +(3/3) 10.2
No extract Cinnamic aldehyde +(3/3) 10.2 +(3/3) 12.3
Extract A Citral +(2/3) 15.4 +(3/3) 12.3





CD86 EC150 [μg/mL] CD54 EC200 [μg/mL]
Extract B No -(0/2) - -(0/2) -
Extract B Cinnamic aldehyde +(3/3) 4.8 +(3/3) 4.5
No extract Cinnamic aldehyde +(3/3) 10.2 +(3/3) 12.3
Extract B Citral +(3/3) 13.5 +(3/3) 14.6
No extract Citral +(3/3) 8.4 +(3/3) 15.0
59 
 
第 3 節 考察 
 
本章の目的は、植物エキスに対する in vitro 試験の適用性を明らかにすることであっ












KeratinoSensTM、LLNA と h-CLAT、LLNA と KeratinoSensTMと h-CLAT による組み合わ
せにおける検出下限について比較した。LLNA と KeratinoSensTMの検出下限を比較した
結果、76%の感作性物質については KeratinoSensTMの検出下限の方が低かった。また、
LLNA と h-CLAT の検出下限を比較した結果、81%の感作性物質については h-CLAT の
検出下限の方が低かった（Table 2-1-2）。さらに、LLNA と KeratinoSensTMと h-CLAT に
よる組み合わせにおける検出下限について比較した結果、86%の感作性物質については










ある 5000 μg/mL の植物エキスが存在する場合としない場合で、EC150、EC200 に大き
な差は認められなかった。このことから、植物エキス中に含まれる感作性物質を検出す
る際、植物エキス中の他成分によるマスキング効果は生じないことが示唆された。







考慮した上で、第 2 節 2-3 に示したように算出できることが示唆された。 
本章の結果より、KeratinoSensTMと h-CLAT を用いた感作性評価によって、植物エキ
ス中に含有した感作性物質を LLNA より低濃度で検出できることが示唆された。これ
は、LLNA では被験物質が経皮吸収された上で感作が誘導されるのに対し、in vitro 試験
法では化学物質が細胞に直接暴露されることが、理由の 1 つして推測された。 
EC3 と MDC の比較から、植物エキス中に感作性物質が含有されていたとしても、
LLNA と比べて KeratinoSensTMと h-CLAT による組み合わせが低濃度検出できない感作
性物質が存在しうることも明らかになった。今回解析した 146 物質のうち 21 物質が、
EC3 よりも MDC が大きかった（Table 2-1-3）。さらに、その 21 物質のうち、hexyl salicylate
については RIFM data base に基づく HRIPT、HMT の結果（HRIPT で 35,433 μg/cm2で反
応なし、HMT で 20,654 μg/cm2で反応なし）から LLNA で 偽陽性の可能性があると報
告されている 25)。また、maleic anhydride は無水物であるため、植物エキスを製造する
際の水系を含む様々な抽出過程や香粧品へ配合する過程で加水分解され、実際上皮膚感
作性の懸念の小さい物質へと変化する可能性が考えられた。Hexyl salicylate と maleic 
anhydride の 2 品を除いた 19 物質のうち、chlorothalonil と tetrachlorosalicylanilide、
1-iodohexadecane は LogKow > 3.5 の親油性物質である。親油性の感作性物質は、培養液
への溶解性の低さが評価物質の細胞への暴露を制限しているために、KeratinoSensTMと
h-CLAT において皮膚感作性を正しく検出できず、偽陰性となる可能性があることが言
及されている 32, 34)。この 3 物質についてはハザード検出の点では正しく陽性と判定され
ているものの、培養液への溶解性の低さが評価物質の細胞への暴露を制限しているため
に、感作性の検出に際しより高濃度の暴露が必要となり、検出下限が高くなった可能性
があった。これに加え、diphenylcyclopropenone の LogKow は 3.26 であり、ハザード検
出の点でポテンシャルを正しく検出できない可能性が言及されている LogKow = 3.5 32)
よりは低いものの、chlorothalonil と tetrachlorosalicylanilide、1-iodohexadecane の 3 物質
と同様に培養液への溶解性の悪さが評価物質の細胞への暴露を制限しているために検
出下限が高くなる可能性が考えられた。MCI/MI , propyl gallate, chloramine T, anisyl 
alcohol, dihydroeugenol については代謝かつ/または酸化の影響を受ける可能性のある物
質であると示唆されている 30)。したがって、in vitro 試験では酸化/代謝の影響を反映し
きれていないために、これら 4 物質の検出下限が高くなった可能性が示唆された。これ







仮に EC3 よりも MDC が大きい感作源が植物エキス中に含有されている場合、その濃
度が EC3 以上、MDC 未満である際には、LLNA で陽性となる植物エキスが
KeratinoSensTMと h-CLAT による組み合わせによって偽陰性判定される場合がある。In 
vitro 試験で評価した植物エキスを香粧品に配合する際には、このような EC3 よりも
MDC が大きい物質が植物エキス中に含有されているリスクも考慮する必要がある。本
章における検討に加えて、ハザード検出の観点からも、KeratinoSensTMと h-CLAT によ
る組み合わせでは偽陰性物質が存在することが明らかになっており（第 1 編 第 1 章）、
KeratinoSensTMと h-CLAT で評価した植物エキスを香粧品に配合する際には、このよう
な KeratinoSensTMと h-CLAT による組み合わせにおける偽陰性物質についても植物エキ
ス中に含有されているリスクを考慮する必要がある。 

























第 4 節 小括 
 
本章では植物エキスに対する in vitro 試験の適用性を明らかにすることを目的に、感
作性物質の検出下限に着目し、in vitro 試験と LLNA における、植物エキス中に含有さ
れうると仮定した感作性物質の検出下限を、データセット中の値を用いて比較した。こ
の研究によって、これまでは高純度・単一の物質の評価が中心に行われてきたのに対し、















LLNA KeratinoSensTM h-CLAT Binary test battery
EC3 [%] DCK [%] DCh [%] MDC [%]
Diphenylcyclopropenone 886-38-4 0.003 0.03 0.08 0.03
Oxazolone 15646-46-5 0.003 9.53 0.05 0.05
Chlorothalonil 1897-45-6 0.004 0.29 0.00 0.00
MCI/MI   
26172-55-4
& 2682-20-4
0.005 - 0.04 0.04
1,4-Benzoquinone 106-51-4 0.0099 0.18 0.04 0.04
Dinitrofluorobenzene 70-34-8 0.03 0.15 0.04 0.04
Tetrachlorosalicylanilide 1154-59-2 0.04 0.10 0.06 0.06
Bandrowski’s Base 20048-27-5 0.04 0.04 0.03 0.03
2,4-Dinitrochlorobenzene 97-00-7 0.05 0.13 0.04 0.04
4-Nitrobenzyl bromide 100-11-8 0.05 0.07 0.02 0.02
Potassium dichromate 7778-50-9 0.08 0.09 0.02 0.02
Glutaraldehyde 111-30-8 0.1 0.61 0.05 0.05
1,4-Dihydroquinone 123-31-9 0.11 0.27 0.04 0.04
1,4-Phenylenediamine 106-50-3 0.16 0.14 0.04 0.04
Maleic anhydride 108-31-6 0.16 - 5.97 5.97
Hexyl salicylate 6259-76-3 0.18 - 1.05 1.05
Benzyl bromide 100-39-0 0.2 0.20 0.06 0.06
Lauryl gallate 1166-52-5 0.3 0.09 0.04 0.04
Propyl gallate 121-79-9 0.32 7.05 0.65 0.65
2-Aminophenol 95-55-6 0.4 0.04 0.02 0.02
2,5-Diaminotoluene sulfonate 615-50-9 0.4 0.16 0.80 0.16
Methyl-2-octynoate / 
Methyl heptine carbonate 111-12-6 0.45 0.10 0.56 0.10
N N-dimethyl-4-nitrosoaniline 138-89-6 0.48 0.02 0.06 0.02
2-Nitro-4-phenylenediamine 5307-14-2 0.5 0.44 5.53 0.44
4-(N-Ethyl-N-2-methan-sulphonamido-ethyl)-2-methyl-
1_4-phenylenediamine (CD3)
25646-71-3 0.6 0.13 0.07 0.07
chloramine T 127-65-1 0.6 14.14 4.68 4.68
Cobalt chloride 7646-79-9 0.6 9.69 0.71 0.71
Formaldehyde 50-00-0 0.61 0.47 0.09 0.09
2-Methyl-4H,3,1-benzoxazin-4-one 525-76-8 0.7 5.44 6.39 5.44
Iodopropynyl butylcarbamate 55406-53-6 0.9 0.15 0.16 0.15
1,2 dibromo 2,4 dicyanobutane 35691-65-7 0.9 0.52 0.19 0.19






3-Methylcatechol 488-17-5 1 0.49 0.15 0.15
5-Methyl-2-hepten-4-one 81925-81-7 1.06 0.16 0.12 0.12
Isoeugenol 97-54-1 1.2 0.66 - 0.66
1-Naphthol 90-15-3 1.3 4.67 0.25 0.25
1-Phenyl-1_2-propanedione 579-07-7 1.3 4.49 1.13 1.13
2-Hydroxyethyl acrylate 818-61-1 1.4 0.94 0.22 0.22
Glyoxal 107-22-2 1.4 1.29 5.73 1.29
4-Amino-m-cresol 2835-99-6 1.45 0.16 0.23 0.16
Bisphenol A-diglycidyl ether 1675-54-3 1.5 0.44 0.37 0.37
4-Vinyl pyridine 100-43-6 1.6 0.26 0.08 0.08
1-Vinyl pyridine 1337-81-1 1.6 0.26 0.26 0.26
2-Mercaptobenzothiazole 149-30-4 1.7 2.01 1.15 1.15
2-Methyl-2H-isothiazolone 2682-20-4 1.9 0.34 0.16 0.16
24-Dinitrobenzenesulfonic acid sodium salt 885-62-1 2 4.36 7.44 4.36
3-Dimethylaminopropylamine 109-55-7 2.2 2.19 1.64 1.64
Ethylene diamine 107-15-3 2.2 1.50 5.31 1.50
1,2-Benzisothiazolin-3-one 2634-33-5 2.3 0.12 0.01 0.01
Methyl-2-nonynoate 111-80-8 2.5 0.08 1.84 0.08
trans-2-decenal 3913-71-1 2.5 0.44 - 0.44
Benzyl salicylate 118-58-1 2.9 0.48 - 0.48
Phenyl acetaldehyde 122-78-1 3 0.86 0.26 0.26
Cinnamic aldehyde 104-55-2 3 0.53 0.20 0.20
Allyl phenoxyacetate 7493-74-5 3.1 33.51 - 33.51
3-Aminophenol 591-27-5 3.2 - 2.34 2.34
trans-α-Damascone 24720-09-0 3.3 0.14 0.12 0.12
Diethyl sulphate 64-67-5 3.3 25.66 4.81 4.81
5-Amino-2-methylphenol 2835-95-2 3.4 10.01 2.26 2.26
3-Propylidenephthalide 17369-59-4 3.7 - 0.62 0.62
Benzylidene acetone 122-57-6 3.7 0.35 0.52 0.35
24-Heptadienal 5910-85-0 4 0.13 0.07 0.07
Farnesol 4602-84-0 4.1 0.72 0.42 0.42
p-t-Butyl-dihydrocinnamaldehyde (Bourgenol) 18127-01-0 4.3 - 0.54 0.54
Tropolone 533-75-5 4.3 1.91 0.55 0.55
5-Methyl-2-phenyl-2-hexenal 21834-92-4 4.4 1.78 0.66 0.66
α-methyl-trans-cinnamaldehyde 101-39-3 4.5 1.51 0.82 0.82
Nickel sulfate 10101-97-0 4.8 21.62 0.90 0.90
6-Methyl-3 5-heptadien-2-one 1604-28-0 5 1.88 1.09 1.09
Tetramethylthiuramdisulfide 137-26-8 5.2 0.05 0.05 0.05
trans-2-Hexenal 6728-26-3 5.5 2.05 0.11 0.11
Resorcinol 108-46-3 5.5 - 4.03 4.03
3,4-Dihydrocoumarin 119-84-6 5.6 - 10.63 10.63
2-methoxy-4-methylphenol 93-51-6 5.8 - 0.62 0.62
Diethyl maleate 141-05-9 5.8 0.40 1.28 0.40
Anisyl Alcohol 105-13-5 5.9 - 9.23 9.23
Dibenzyl ether 103-50-4 6.3 1.87 1.32 1.32
2-Phenylpropionaldehyde 93-53-8 6.3 2.17 0.76 0.76
4-chloroaniline 106-47-8 6.5 0.14 1.75 0.14
α-Damascone 23726-91-2 6.7 0.22 0.24 0.22
Undec-10-enal 112-45-8 6.8 2.80 - 2.80
Dihydroeugenol (2-methoxy-4-propyl-phenol) 2785-87-7 6.8 19.20 - 19.20
Isocyclocitral 1335-66-6 7.3 - 2.41 2.41
1,1,3-Trimethyl-2-formylcyclohexa-2,4-diene
 (Safranal)
116-26-7 7.5 0.20 0.53 0.20
Perillaaldehyde 2111-75-3 8.1 0.63 1.03 0.63
Methyl methanesulphonate 66-27-3 8.1 1.32 - 1.32
3-Methyl-1-phenylpyrazolone 89-25-8 8.5 - 7.11 7.11
p-Isobutyl-α-methyl hydrocinnamaldehdye 6658-48-6 9 - 1.44 1.44
124-Benzenetricarboxylic anhydride
(Trimellitic anhydride)
552-30-7 9.2 - 1.62 1.62
1-(p-Methoxyphenyl)-1-penten-3-one 104-27-8 9.3 0.64 0.79 0.64
2-Methylundecanal 110-41-8 10 1.12 - 1.12
1-Bromohexane 111-25-1 10 5.29 - 5.29







Carvone 99-49-0 10.7 2.18 1.90 1.90
Hexyl cinnamic aldehyde 101-86-0 11 0.93 - 0.93
Menthadiene-7-methyl formate 68683-20-5 11 3.98 7.14 3.98
α-Amyl cinnamic aldehyde 122-40-7 11 0.73 0.52 0.52
Cinnamyl nitrile 1885-38-7 11 14.66 3.10 3.10
Butyl acrylate 141-32-2 11 1.21 3.68 1.21
23-Butanedione 431-03-8 11 3.05 0.49 0.49
(3E)-4-methyl-3-decen-5-one 811412-48-3 11.1 2.69 11.17 2.69
Farnesal 502-67-0 12 0.57 0.27 0.27
R-Carvone 6485-40-1 12.9 3.63 1.90 1.90
Eugenol 97-53-0 12.9 2.61 1.29 1.29
Citral 5392-40-5 13 0.88 0.17 0.17
Abietic acid 514-10-3 15 1.25 - 1.25
Oxalic acid anhydrous 144-62-7 15 16.14 6.21 6.21
α-Methyl-1 3-benzodioxole- 5-propionaldehyde 1205-17-0 16.4 4.14 1.86 1.86
Benzyl benzoate 120-51-4 17 3.85 - 3.85
Lyral 31906-04-4 17.1 3.78 1.50 1.50
4-Allylanisole 140-67-0 18 - 4.15 4.15
Benzyl Cinnamate 103-41-3 18.4 0.65 - 0.65
1-Iodohexadecane 544-77-4 19 20.28 - 20.28
Lilial 80-54-6 19 - 0.89 0.89
Phenyl benzoate 93-99-2 20 - 2.76 2.76
Pentachlorophenol 87-86-5 20 - 0.38 0.38
Methyl acrylate 96-33-3 20 2.67 0.16 0.16
Cinnamic alcohol 104-54-1 21 4.14 2.03 2.03
α-iso-Methylionone 127-51-5 21.8 - 1.05 1.05
Cyclamen aldehyde 103-95-7 22 5.32 - 5.32
Benzocaine 94-09-07 22 0.75 1.48 0.75
cis-6-nonenal 2277-19-2 23 4.27 0.46 0.46
4-Methoxy-α-methyl benzenpropanal 5462-06-6 23.63 2.42 1.42 1.42
Imidazolidinyl urea 39236-46-9 24 4.41 0.79 0.79
α-Amylcinnamyl alcohol 101-85-9 25 - 0.45 0.45
Isocyclogeraniol 68527-77-5 25 - 2.10 2.10
OTNE 54464-57-2 25.1 - 0.42 0.42
Ethoxymethoxy)cyclododecane 58567-11-6 25.1 - 0.19 0.19
Geraniol 106-24-1 26 4.24 2.46 2.46
5-Methyl-2,3-hexanedione 13706-86-0 26 1.60 4.23 1.60
2266-Tetramethyl-35-heptanedione 1118-71-4 27 - 3.06 3.06
Ethyleneglycol dimethacrylate 97-90-5 28 2.84 10.71 2.84
Ethyl acrylate 140-88-5 28 1.14 0.22 0.22
3-Trimethyl benzenepropanol 103694-68-4 30 1.73 1.06 1.06
Linalool 78-70-6 30 - 1.37 1.37
Penicillin G 61-33-6 30 - 75.09 75.09
Butyl glycidyl ether 2426-08-6 31 1.93 - 1.93
Hydroxycitronellal 107-75-5 33 3.42 0.54 0.54
R(+)-Limonene 5989-27-5 40 - 4.33 4.33
d,l-Citronellol 106-22-9 44 - 1.01 1.01
2,2-Bis-[4-(2-hydroxy-3-methacryloxypropoxy)phenyl)]-
propane (Bis-GMA)
1565-94-2 45 1.40 - 1.40
Pyridine 110-86-1 72 - 47.40 47.40
Diethyl acetaldehyde 97-96-1 76 5.97 9.20 5.97
Aniline 62-53-3 89 0.05 10.74 0.05
1-Iodohexane 638-45-9 90 1.36 1.82 1.36
Methylmethacrylate 80-62-6 90 10.62 9.59 9.59
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第 2 章 In vitro 評価技術と感作閾値の統合による植物エキスのリスクアセスメ
ント技術の構築と実践 
 
本研究では、植物エキスに対する KeratinoSensTMと h-CLAT （第 1 編 第 1 章） の適
用性の明確化に向けて、植物エキス中の感作性物質の検出下限に関する検証を行ってき
た（第 2 編 第 1 章）。その結果、検証した 146 物質のうち 86%の感作性物質については
LLNAと比べてKeratinoSensTMと h-CLAT による組み合わせの検出下限の方が低かった。
一方で、14%（21 品）の感作性物質については、LLNA と比べて KeratinoSensTMと h-CLAT
による組み合わせの検出下限の方が高かった。仮に植物エキス中にこれらの感作性物質
が含まれ、含有濃度が LLNA の検出下限以上、KeratinoSensTMと h-CLAT による組み合
わせの検出下限未満である場合、LLNA で陽性となる植物エキスを KeratinoSensTMと







物実験を行わないリスクアセスメントとして dermal sensitization threshold （DST）が提
案されてきた 11, 15, 16)。DST とは、あらゆる化学物質についてそれ以下の暴露量では明ら
かな有害影響が現れないとするヒト暴露量の閾値である threshold of toxocological 
concern （TTC）の考え方 17)を基に開発され、感作性評価を行っていない化学物質に対
しても大きな感作リスクを生じない皮膚暴露量として提案された 15)。Safford ら（2015）
は、化学構造を決定したうえで、その化学物質の反応性に基づいて non-reactive DST 900 
μg/cm2（反応性の低い non-reactive 物質）あるいは reactive DST 64 μg/cm2（反応性の高















ぞれ設定される固有の NESIL が存在する 53, 10)。植物エキス中に感作性物質が含まれて
いても、その感作性物質の NESIL 以下の暴露量であれば大きなリスクを生じない。さ
らに、植物エキスに含まれる感作性物質の濃度が予想できれば、植物エキス中の感作性
物質がその NESIL を超えないような植物エキスの暴露量を算出できる。この NESIL を
超えないような植物エキスの暴露量を、感作性物質を含んでいる可能性のある植物エキ





第 1 節 実験 
 
1. 解析対象：KeratinoSensTM、h-CLAT で LLNA に対して正しく陽性と判定し
た 146 物質 
 
第 2 編 第 1 章において、KeratinoSensTM、h-CLAT で LLNA に対して正しく陽性と判




2-1. KeratinoSensTM  
 第 1 編 第 1 章 第 1 節にプロトコルについて記載した。 
 
2-2. Human cell line activation test （h-CLAT） 
 第 1 編 第 1 章 第 1 節にプロトコルについて記載した。 
 
2-3. 植物エキス中に含有されていた際の感作性物質の検出下限 
 第 2 編 第 1 章 第 1 節の 2-3 に算出過程について記載した。 









2-4. KeratinoSensTMと h-CLAT による組み合わせで陰性となった植物エキスの NESIL
（botanical NESIL）の算出 
 KeratinoSensTMと h-CLAT による組み合わせによるハザード評価に加えて、以下に示
すように感作リスクアセスメントを行うことを試みた（Figure 2-2-1）。 
a. KeratinoSensTMと h-CLAT による組み合わせで陰性となった植物エキスに含まれる
感作性物質について、植物エキスに含まれる感作性物質の濃度は、その検出下限で
ある MDC 未満であると予想できる（Figure 2-2-1a）。 
b. EC3 値に基づいて感作性物質固有の NESIL が推算可能である。LLNA 実施時の被
験物質の暴露量がマウスの耳 1 cm2あたり 25 μl であることから、EC3×250 μg/cm2
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と推算できる 11)。この際、ヒト NESIL が存在するものについても、全て EC3×250 
μg/cm2を NESIL とした（Figure 2-2-1b）。LLNA の EC3 からヒトの NESIL を算出す
る際に、Safford らと同様に、LLNA と HRIPT の相関を基に行い、追加の外挿は行
わなかった 53, 54)。 
c. この 2 点をふまえて、KeratinoSensTMと h-CLAT による組み合わせで陰性となった場




Botanical NESIL [μg/cm2] = NESIL [μg/cm2 (of putative sensitizer in botanical extract)] / 











KeratinoSensTMと h-CLAT による組み合わせで陰性となった植物エキスの NESIL
（botanical NESIL）の算出 
(a) KeratinoSensTMと h-CLAT による組み合わせで陰性となった植物エキスにについて、
植物エキスに含まれる感作性物質の濃度は、その検出下限である MDC 未満である
と予想 
(b) EC3 値に基づいて感作性物質固有の NESIL を推算 
(c) a および b に基づいて、KeratinoSensTMと h-CLAT による組み合わせで陰性となった






による組み合わせにおける検出下限；第 2 編 第 1 章 第 1 節 2-3）および LLNA EC3 か
ら、Figure 2-2-1 のように推測した感作性物質固有の NESIL を基に算出される値である。
このことから、botanical NESIL は、以下の関係式に示される通り MDC/EC3 比に逆相関
するといえた。 
NESIL = EC3 × 250 μg/cm2 （1） 
Botanical NESIL [μg/cm2] = NESIL [μg/cm2 （植物エキス中の感作性物質）] / （MDC /100） 
（2） 
（1）と（2）に基づいて、 
Botanical NESIL [μg/cm2] = EC3 × 250 μg/cm2 / （MDC /100） = EC3/MDC × 25000 
つまり、log（10） MDC/EC3 と negative log（10） botanical NESIL は同様の分布を示
す。 
 
 例として、以下の条件の感作性物質 A が含有された植物エキスの botanical NESIL を
算出すると、botanical NESIL は、5000 μg/cm2 （25 [μg/cm2] / （0.5 [%] /100））と算出可
能であった。（つまり、5000 μg/cm2未満の暴露であれば、植物エキス中の感作性物質 A
の暴露量は 25 μg/cm2未満となった。） 
[感作性物質 A の条件（ケーススタディ）] 
- EC3 : 0.1% （NESIL : 25 [μg/cm2]=0.1 x250） 
- MDC（KeratinoSensTMと h-CLAT による組み合わせの検出下限） : 0.5% 




 MDC/EC3 比の log（10）値および botanical NESIL の negative log（10）値を、下記の
関係式で定義される正規分布およびガンマ分布にフィッティングした。Botanical DST 
はフィッティングした分布の 95th percentile 値を基に導出した。 
 
- 正規分布の確率密度関数 

















 なお、分布の平均値μと標準偏差σを用いてαとβはそれぞれ μ2/σ2、σ2/μ と推定さ
れ、Γはガンマ関数を意味する。 
 
定量的リスクアセスメント （Quantitative Risk Assessment; QRA） 




況をふまえた上で botanical DST を製品配合量へと変換する必要がある。本研究では、
ケーススタディとしてシャワージェル（全身洗浄料）、ハンドソープ、シャンプーおよ
びヘアコンディショナーについて botanical DST を適用した際の配合可能濃度を算出し
た。ここで、CEL は Scientific Committee on Consumer Safety（SCCS）から報告されてい
る値を用いた 14)。  
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第 2 節 結果 
 
1. MDC/EC3 比 
 
 解析した146の感作性物質におけるMDC/EC3比の log（10）値のヒストグラムをFigure 
2-2-2 に示す。MDC/EC3 比の log（10）値が正の値を取った 14% （21/146）の物質は、
LLNA と比べて KeratinoSensTMと h-CLAT による組み合わせによる検出下限が高い物質











2. KeratinoSensTM と h-CLAT による組み合わせで陰性の植物エキスの DST
（Botanical DST） 
 










146 の感作性物質における Negative log（10） botanical NESIL の累積確率分布; （a） 正








および Figure 2-2-5a）。その結果、上端（低い botanical NESIL）の領域において、ガン
マ分布の方が良いフィッティング性を示した（Figure 2-2-4b および Figure 2-2-5b）。した
がって、botanical DST の算出にはガンマ分布を用いた。146 の感作性物質における
botanical NESIL の 95th percentile 値として 6010 μg/cm2と算出されたことから、5%の物
質についてはこの値より低い botanical NESIL を有すると予測された。解析した 146 の
感作性物質においては、9 物質が 6010 μg/cm2より低い botanical NESIL を有した（Table 






Table 2-2-1  












95th Percentile -3.90 7894 -3.78 6010






probability plot (a)146 物質の probability plot および線形近似した原点回帰直線  (b) 上







probability plot (a)146 物質の probability plot および線形近似した原点回帰直線  (b) 上






Table 2-2-2  
Figure 2-2-3 に示したガンマ分布から算出した 95th percentile 値より低い botanical NESIL






































































































































































































































































Figure 2-2-6  






シャワージェルの CEL は、SCCS Notes of Guidance 9th revision に基づいて 0.011 
mg/cm2/day を用いた。また、シャワージェルは SAF=100 であると考えて、KeratinoSensTM
と h-CLAT による組み合わせで陰性となった植物エキスの許容暴露量（botanical AEL）
を 60.1 μg/cm2 （= 6010/100）と算出した 10)。このことから、KeratinoSensTMと h-CLAT
で共に陰性の植物エキスの配合可能濃度は>100% （= 60.1/（0.011 x1000））と算出され
た （Table 2-2-3）。 
 
ハンドソープ 
ハンドソープの CEL は、SCCS Notes of Guidance 9th revision に基づいて 0.23 
mg/cm2/day を用いた。また、ハンドソープは SAF=100 であると考えて、botanical AEL
を 60.1 μg/cm2 （= 6010/100）と算出した 10)。このことから、KeratinoSensTMと h-CLAT
で共に陰性の植物エキスの配合可能濃度は 25.8% （= 60.1/（0.23 x1000））と算出され
た （Table 2-2-3）。 
 
シャンプー 
シャンプーのCELは、SCCS Notes of Guidance 9th revisionに基づいて 0.073 mg/cm2/day
を用いた。また、シャンプーは SAF=100 であると考えて、botanical AEL を 60.1 μg/cm2 （= 
6010/100）と算出した 10)。このことから、KeratinoSensTMと h-CLAT で共に陰性の植物エ
キスの配合可能濃度は 82.7% （= 60.1/（0.073x1000））と算出された （Table 2-2-3）。 
 
ヘアコンディショナー 
ヘアコンディショナーの CEL は、SCCS Notes of Guidance 9th revision に基づいて 0.027 
mg/cm2/day を用いた。また、ヘアコンディショナーは SAF=100 であると考えて、botanical 
AEL を 60.1 μg/cm2 （= 6010/100）と算出した 10)。このことから、KeratinoSensTMと h-CLAT
で共に陰性の植物エキスの配合可能濃度は>100% （= 60.1/（0.027 x1000））と算出され





Table 2-2-3  








Shower gel 18.67 0.01 0.19 17500 total body area 0.011 100 60.1 >100
Hand wash soap 20.00 0.01 0.20 860 area hands 0.233 100 60.1 25.8
Shampoo 10.46 0.01 0.10 1440
area hands
+ 1/2 area head
0.07 100 60.1 82.7
Hair conditioner 3.92 0.01 0.04 1440
area hands
+ 1/2 area head























略の構築を試みた。第 2 編 第 1 章の検討から、植物エキス中に含まれる感作性物質を
検出する手法として、KeratinoSensTMと h-CLAT の組み合わせが LLNA と比べて高い検
出感度を有することを明らかにした。しかし、一部の感作性物質については、LLNA と
比べて in vitro 試験法の検出下限の方が高いことも明らかになった。動物を用いずに商
物エキスの感作リスクアセスメントの評価を行うには、これら LLNA と比べて in vitro
試験法の検出下限の方が高い感作性物質が植物エキス中に含まれる懸念を考慮する必
要がある。そこで本研究では、確率論的アプローチを組み合わせて、KeratinoSensTMと
h-CLAT で評価した植物エキスのリスクアセスメント戦略を構築した。In vitro 試験法で
評価した植物エキスについては、仮に in vitro 試験法で陰性であったとしても、このよ
うな感作性物質が植物エキス中に検出下限未満で含有されているリスクも考慮する必
要がある。感作性物質にはそれぞれ固有の NESIL が存在する 53)。そこで、植物エキス
に含まれる感作性物質の濃度が予想できれば、植物エキス中の感作性物質がその NESIL
を超えないような植物エキスの暴露量を算出できることに着目した。植物エキスが in 







れていた際の botanical NESIL の 95th percentile 値を基に、in vitro 試験法で陰性となった
植物エキスの DST（botanical DST）として 6010 μg/cm2を導いた。 
 Botanical DST は、評価した植物エキス全体が感作を誘導するリスクが低い暴露量閾
値として設定された値である。そのため、この値は植物エキス中の各成分に適用するこ
とはできず、これは各成分に適用しリスクアセスメントを行う TTC や DST のアプロー
チと異なる点である。一方、botanical NESIL は KeratinoSensTMと h-CLAT の組み合わせ
で陰性となった植物エキスに適用することができる（Figure 2-2-1）。これも、化学構造












botanical DST を上回る暴露量が想定される場合には、in vitro 試験に加えて non-target 分
析などの追加のアプローチを用いることで複雑な混合物中に感作性物質が含まれてい
ないか解析する必要がある。追加のアプローチにより含有成分の化学構造が明らかにな






や DST においても同様である。botancal DST は 95th percentile 値に基づいて算出されて
おり、残りの 5%については感作を誘導する可能性が残った。過去の検討から、European 
List of Notified Chemical Substances のデータベースにおいて、感作性物質は世の中の物
質のうち約 20%であることが示された 15)。この 20%という値は、Annex I of Directive 
67/548 EEC、European Flavour and Fragrance Association および IFRA/RIFM dataset of 
fragrance ingredients のデータベースにおいても、同等であり妥当性が示された 55)。感
作性物質は世の中の物質のうち約 20%であることをふまえ、世の中の化学物質全体にお
ける 95th percentile 値を閾値として設定するために、DST においては解析した感作性物
質の 75th percentile 値を用いており、感作性物質の 25%については感作を誘導する懸念
が残る値として設定された（1 − （0.20 × 0.25） = 0.95）15)。それに対し、本研究では、
感作性物質から算出した botanical NESILの 95th percentile値を用いて botanical DST を導
出した。これは、世の中の化学物質全体に対しては 99th percentile 値に相当し（1 – 0.2 ×
（1 − 0.95）=0.99）、世の中の化学物質全体における 95th percentile 値とした DST よりも
保守的な確率を採用しているといえる。しかしながら、本研究で解析した 146 の感作性
物質のうち、9 物質が 6010 μg/cm2よりも低い botanical NESIL を有した（Table 3）。Hexyl 
salicylate については HRIPT, HMT の結果（HRIPT で 35,433 μg/cm2で反応なし、HMT で






皮膚感作性のない物質へと変化する可能性が推察できた。Hexyl salicylate と maleic 
anhydride の 2 品を除いた 7 物質については、皮膚感作性を誘導する可能性が残る。し
かし、ここで考慮すべきは、これらの物質については化学構造から考えて、天然由来の
植物エキスに含まれることは考えにくいという点である。 




メントに向けた、確率論的なアプローチを用いた原理証明（a proof of principle）の研究
として解析を行った。したがって、EC3、EC1.5 および MIT のバラツキについては今後
さらなる検証が必要である。さらに本研究では、特にマウスからヒトへの変換係数など
の考慮は行わなかった。これは既報のDSTアプローチと同様のアプローチである 15, 16)。
この点については、最近、データセットにおけるマウスとヒトの差の 95th percentile を
採用し、マウスとヒトの種差を保守的に考慮した評価係数 15 が提案された 57)。一方で、
LLNA の結果がヒトの感作誘導濃度と高い相関を示すことから、マウスとヒトの種差を
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Botanical NESIL の 95th percentile 値を算出することで、KeratinoSensTMと h-CLAT による

















第 1 編では、まず第 1 章において DPRA、KeratinoSensTM、および h-CLAT の組み合わ
せによる高感度なハザード検出について検討を行った。KeratinoSensTM、および h-CLAT 
のデータを有する 203 物質のデータセットにおいて LLNA に対するこれら in vitro 試験
法の予測性を検証した結果、LLNA で陽性となった物質に対して KeratinoSensTMと
h-CLAT の組み合わせは 93.4%の感度を示した（Table 1-1-2）。また、ヒトデータが入手
可能であった 97 物質においても予測性を検証した結果、KeratinoSensTMと h-CLAT の組
み合わせは 94.4%の感度を示した（Table 1-1-2）。その中で、LogKow >3.5 の難水溶性の
物質については、KeratinoSensTMと h-CLAT の組み合わせや 3 out of 3 ITS の結果のみで
非感作性物質と断定することはできず、KeratinoSensTMと h-CLAT の組み合わせと 3 out 
of 3 ITS に共通した予測性の限界も示唆された。一方で、pre-/pro-hapten やアシル転移誘
導物質（またはアミン反応性物質）などの予測性限界となる性質については、
KeratinoSensTMと h-CLAT の組み合わせは 3 out of 3 ITS と比べて同等以上であった。し
たがって、KeratinoSensTMと h-CLAT の組み合わせは、皮膚感作性のハザード予測にお
いて、被験物質を非感作性物質であることを判断するボトムアップアプローチとして有
用であるといえた（第 1 編 第 1 章 第 5 節）。 
さらに第 2 章では、BN ITS-3 を用いた感作強度予測と、予測された感作強度に基づ
いた定量的リスクアセスメントの実現を目的に、その予測性の検証を行った。BN ITS-3
の感作強度予測性を本編 第 1 章で用いた 203 物質のデータセットを用いて検証し、大
きく（2 分類の差をもって）過小評価する物質がアシル転移誘導物質、アミン反応性物
質、LogKow >3.5 の難水溶性の物質、pre-/pro-hapten いう予測性限界とされ得る性質を
有していることを明らかにした（Table 1-2-2）。その上で、これら予測性限界に該当した
81 物質を除いた 94 物質の BN ITS-3 の予測性を検証したところ、4 つの強度分類の全体
の予測性は 71.2%（67/94）であった（Table 1-2-3）。Strong/extreme、moderate、weak お
よび非感作性物質の予測性はそれぞれ 92.3%（12/13）、53.3%（16/30）、56.6%（14/25）
および 96.2%（25/26）であった。一方、20.6%（14/68）の感作性物質については過小評











を前提に、感作性物質の検出濃度について in vitro 試験法（h-CLAT と KeratinoSensTM）
と LLNA の比較を行った。植物エキスなどの混合物の評価に適用可能である in vitro 試
験法である h-CLAT と KeratinoSensTM、および in vivo 試験法である LLNA のデータが存
在する感作性物質 146 品を解析対象とし、各感作性物質について、LLNA での検出濃度
（EC3）と代替法での検出濃度（MDC）を比較した（Figure 2-1-1）。その結果、感作性




h-CLAT の組み合わせを用いることで、植物エキス中の感作性物質を LLNA と同等以上
の検出感度で評価できる可能性が示された。しかし、仮に植物エキス中に LLNA と比
べて KeratinoSensTMと h-CLAT による組み合わせの検出下限の方が高い感作性物質が含
まれ、含有濃度が LLNA の検出下限以上、KeratinoSensTMと h-CLAT による組み合わせ
の検出下限未満である場合、LLNA で陽性となる植物エキスを KeratinoSensTMと h-CLAT
による組み合わせによって偽陰性判定する可能性が示された。In vitro 試験で評価した
植物エキスを香粧品に配合する際には、このような LLNA と比べて KeratinoSensTMと
h-CLAT による組み合わせの検出下限の方が高い感作性物質が植物エキス中に含有され
ているリスクを考慮する必要がある。 
そこで第 2 章では、KeratinoSensTMと h-CLAT による組み合わせによるハザード評価
に加えて、暴露量の観点からアプローチすることで、感作リスクアセスメントを行うこ









NESIL が存在する点である 10)。植物エキス中の感作性物質の最大含有濃度と NESIL と
いう 2 点を考慮し、KeratinoSensTMと h-CLAT による組み合わせで陰性となった植物エ






botanical NESIL の 95th percentile 値を算出することで、KeratinoSensTMと h-CLAT による
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